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論 文 内 容 要 旨 
 
プロゲストーゲンの子宮内膜症改善機序における 
受容体アイソフォーム依存性の解析 
三 田  静 香 
 
プロゲステロン受容体（PR）は、一本の PR 遺伝子配列上に存在する２つの転写開始
点からなる２種類のアイソフォーム PR-Aおよび PR-Bを産生することが知られており、
両者はリガンド（内因性のプロゲステロンおよび合成プロゲステロン活性体であるプ
ロゲスチン、総称プロゲストーゲン）が結合することにより生理活性を示す。PR は核
内受容体であり、活性化することにより標的遺伝子の上流に存在する PR 結合配列
（PRE）に結合するが、PR-B の場合は標的遺伝子の転写を活性化する一方で、PR-A
は標的遺伝子の転写活性化作用が弱く、PR-B の転写活性化作用を阻害することが報告
されている。また、PR の細胞内における機能として、細胞内シグナルを活性化する作
用や NF-κB 等の他の転写活性化因子に対する調節作用が報告されているが、それぞれ
の PR アイソフォームがこれらの機能をどの程度担うかについて不明な点も多い。  
PRE を介する標的遺伝子の転写活性化作用が PR-A と PR-B で異なることから、PR ア
イソフォーム発現比や PR 発現量の異常は組織のプロゲストーゲンに対する反応性を
変化させることが想定されている。ホルモン依存性疾患である子宮内膜症においては  
PR-B/PR-A 発現比の低下や PR 発現量の低下が報告されている。子宮内膜症は子宮内
膜組織が異所性に増殖する疾患である。生殖年齢女性の約 10%が罹患するとされ、慢
性的な疼痛と不妊を呈すことから本疾患は女性の QOL を著しく低下させる。子宮内
膜症の病態は完全には明らかとなっていないが、子宮内膜症組織はエストロゲン依存
性に増大することが知られており、病巣周囲では炎症反応が慢性的な亢進状態を呈す。
子宮内膜症の病巣部や腹水中では prostaglandin（PG）E2 や tumor necrosis factor（TNF）
-α、interleukin（IL）-1、IL-6、IL-8、monocyte chemoattractant protein（MCP）-1、血管
新生因子 vascular endothelial growth factor（VEGF）、神経栄養因子  nerve growth factor
（NGF）などの炎症に関連する因子の増加が認められており、これらは子宮内膜症組
織の炎症反応を担い疼痛の発現や病巣の増大に寄与することが示唆されている。 
子宮内膜症の薬物治療において、プロゲスチン製剤が単剤もしくはエストロゲンとの
  
合剤として用いられる。プロゲスチン製剤の薬理作用機序として、中枢を介した卵巣
機能抑制に基づく血中エストロゲン濃度の抑制と、子宮内膜症細胞に対する直接作用
として PR を介する細胞増殖抑制作用や炎症抑制作用が報告されている。しかしプロ
ゲストーゲンの子宮内膜症細胞に対する作用については不明な点も多く、個別の PR
アイソフォームに対する依存性についても明らかでない。本研究では、プロゲストー
ゲンの子宮内膜症細胞に対する作用と PR アイソフォームに対する依存性を解析する
ため、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞および不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を用い子宮
内膜症に模した環境を in vitro で再現し薬物の評価を実施した。評価薬物として、本邦
で子宮内膜症治療に用いられ、臨床で高い疼痛改善効果が認められているジエノゲス
ト（選択的 PR アゴニスト）とプロゲステロン（内因性の PR アゴニスト）を用いた（以
下２剤を合わせて Ps と記載する）。このような解析を行うことは、子宮内膜症に対す
る治療法の改善や薬物の新たな可能性を探り、PR アイソフォームの発現異常が生じ
た組織でのプロゲストーゲンの薬効を想定する為の重要な情報を提供する。  
本研究ではまず、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞を用いて、炎症性因子の発現に対する
Ps の作用を検討した。種々の細胞表面に存在する自然免疫受容体 toll-like receptor
（TLR）4 の活性化は IL-6 や IL-8、MCP-1 等の炎症性因子の発現を亢進することが知
られており、子宮内膜症病巣部の炎症の一因である可能性が示唆されている。子宮内
膜症の発症との関与が示唆されている現象として有経婦人において月経時に月経血
が腹腔内に逆流することが認められている。これに関連し、子宮内膜症患者の腹水中
には外腔からの菌感染を示唆する  lipopolysaccharide（LPS） の存在が報告されている。
また、子宮内膜症組織では非アポトーシス性の細胞死によって細胞外に漏出する核内
タンパク high-mobility group box 1（HMGB1）が認められるとの報告がある。LPS と
HMGB1 はいずれも TLR4 を活性化することにより炎症を惹起することが報告されて
いる。本研究では PR を恒常的に発現する不死化ヒト子宮内膜上皮細胞株（EM-PR）
において、LPS と HMGB1 のそれぞれの単独添加で IL-8 の産生は誘導されなかったが、
LPS と HMGB1 の併用添加（LPS+HMGB1 刺激）で IL-8 の産生が顕著な増加を示した
ことから、LPS+HMGB1 刺激による TLR4 活性化が子宮内膜症の病巣部における IL-8
産生の分子機序の一つであると考えられた。これに対し Ps の添加は、LPS+HMGB1
刺激下の IL-8 産生を抑制した。また、IL-6 および MCP-1 についても同様に、
LPS+HMGB1 刺激により産生が増加し、Ps の添加により抑制された。さらに、
  
LPS+HMGB1 刺激は EM-PR 細胞の TLR4 遺伝子発現を増加し、本作用は Ps の添加に
より抑制された。EM-PR 細胞において、TLR4 に対する siRNA の導入により TLR4 遺
伝子の発現をノックダウンしたところ、LPS+HMGB1 刺激下での IL-8 の産生は抑制さ
れた。以上より、Ps が TLR4 シグナルの活性化ならびにこれによって増加する TLR4
遺伝子の発現を抑制することが示された。TLR4 シグナル活性化に対する Ps の抑制作
用は PR をほとんど発現しない親細胞株（EM-E6/E7/TERT）において認められなかっ
たことから、本作用は PR を介する作用であると考えられた。  
つづいて、神経栄養因子 NGF について検討するため、NGF の誘導因子として報告さ
れており、子宮内膜症の腹水で濃度の上昇が認められている IL-1β および TNF-α を
EM-PR 細胞に添加した。IL-1β および TNF-α の添加はいずれも EM-PR 細胞への暴露
で NGF の産生を増加し、ラット副腎褐色細胞腫細胞 PC-12 を用いた神経軸索伸長ア
ッセイによる NGF 活性測定で EM-PR 培養上清中の NGF 活性を増加した。これに対し
Ps の添加は NGF の産生および活性の増加を抑制した。NGF に対する Ps の抑制作用に
ついても TLR4の場合と同様に、PRをほとんど発現しない親細胞株（EM-E6/E7/TERT）
で認められなかったことから、PR を介した作用であると考えられた。  
これまでの結果から、Ps が PR を介して、TLR4 を抑制し IL-6、IL-8、MCP-1 産生を
抑制すること、また NGF 産生を抑制することを明らかにした。また以前の研究で、
Ps が PGEs 産生と aromatase 発現を抑制することを報告している。さらに VEGF およ
び IL-8 についても、初代子宮内膜症間質細胞を用いた研究において Ps が抑制作用を
示すことが報告されている。そこでこれらの因子について、PR-A および PR-B のいず
れのアイソフォームが Ps の作用を担うかを、新たに患者の子宮内膜症性嚢胞から採取
した細胞より樹立された不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を用いて評価した。細胞は、
PR-A と PR-B のそれぞれ一方のみを発現するように設計した発現ベクターを導入した
細胞株  （EMosis-CC/TERT1/PRA および  EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+）と PR をほと
んど発現しない親細胞株 （EMosis-CC/TERT1）を用いた。これらの細胞をスフェロイ
ド形成による三次元培養することにより、子宮内膜症の病巣環境を in vitro で再現した
条件下で Ps の作用を評価した。エストロゲン合成酵素  aromatase、PGE2 合成酵素  
（cyclooxygenase（COX）-2 および microsomal PGE2 synthase（mPGES）-1）、炎症性
サイトカイン（IL-6、IL-8、MCP-1）、血管新生因子（VEGF）および神経栄養因子（NGF）
の mRNA 発現量および PGE2 産生量は、PR-A または PR-B のそれぞれを単独で発現
  
する２種類の細胞株（EMosis-CC/TERT1/PRA および  EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+）
の両方で 、培養系 に Ps を 添加する ことによ り低下し た。一方 で親細 胞 株
（EMosis-CC/TERT1）では、全ての因子で Ps を添加することによる影響は認められな
かった。以上より、Ps は子宮内膜症上皮細胞において、PR-A および  PR-B の両  PR ア
イソフォームを介して PGE2 産生と aromatase、炎症性サイトカイン、血管新生因子
および神経栄養因子の遺伝子発現を抑制することが示唆された。  
上述の通り、PR-Aおよび PR-Bは PRE を介する PR 標的遺伝子の転写活性化において、
相反する作用を示すことが報告されている。本研究で Ps が抑制作用を示した因子はい
ずれも PR-A および PR-B で同様に抑制作用が認められており、PRE を介する作用と
は異なる機序が想定される。そこで Ps の TLR4 抑制の作用機序について、TLR4 シグ
ナルの下流にあり、TLR4 遺伝子発現に寄与することが報告されている NF-κB につい
て検討した。その結果、EM-PR 細胞の LPS+HMGB1 刺激で誘導される IL-8 の産生は
NF-κB アンタゴニスト BAY11-7082 の添加により抑制された。また NF-κB に対するレ
ポーターアッセイで、EM-PR 細胞の LPS+HMGB1 刺激で誘導される NF-κB 活性の増
加は、Ps の添加により抑制された。以上より、Ps は子宮内膜上皮細胞において PR を
介して NF-κB の活性化を抑制することにより、TLR4 シグナルの活性化による炎症性
因子の産生を抑制することが示唆された。NF-κB は多くの炎症性因子の発現に関与す
る炎症性転写因子であり、本研究で評価した因子についても NF-κB による発現制御を
受けることが知られている。NF-κB の活性化抑制に関しては、PR-A と PR-B が同様の
作用を示すとの報告がある。したがって、PR-A と PR-B のそれぞれが同様に NF-κB
の活性化を抑制したことが、本研究で Ps の抑制作用が細胞に発現する PR アイソフォ
ームの種類に依存しなかった理由であると考えられた。  
これらの結果から、Ps は子宮内膜症上皮細胞に直接作用することにより、PR-A およ
び  PR-B の両方の  PR アイソフォームを介して子宮内膜症増悪因子  （PGE2、
aromatase、炎症性サイトカイン、血管新生因子および神経栄養因子）の産生を抑制す
ることが示唆された。Ps のこれらの作用は子宮内膜症組織で起こりうる PR 発現比の
変動に影響されないことが期待できる。  
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 子宮内膜症は、子宮内膜組織が異所性に増殖する疾患であり、慢性的な疼痛と不妊を呈
することから女性の QOL を著しく低下させる。子宮内膜症組織は、エストロゲン依存に増
大し、病巣周囲で慢性的に亢進する炎症反応が、疼痛の発現や病巣の増大に寄与すると考
えられている。子宮内膜症の薬物治療にはプロゲスチン製剤が用いられる。その薬理機序
として、中枢を介した血中エストロゲン濃度の抑制と、プロゲステロン受容体（PR）を介
した子宮内膜症細胞の増殖抑制作用や炎症抑制作用が知られている。PR には異なる作用を
示す 2 種類のアイソフォーム（PR-A と PR-B）が存在し、子宮内膜症組織ではその発現バ
ランスが変動することが知られている。そこで、本研究では、プロゲストーゲンの子宮内
膜症細胞に対する作用と、PR アイソフォームに対する依存性を解析するため、不死化ヒト
子宮内膜上皮細胞、および不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を用い、子宮内膜症に模した環
境を in vitro で再現し、プロゲストーゲンの評価を行った。 
 本研究ではまず、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞を用いて、炎症性因子の発現に対するプ
ロゲストーゲンの作用を検討した。その結果、Toll 様受容体 4 の活性化による IL-8、IL-6、
MCP-1 産生が、プロゲストーゲンの添加により PR 依存に抑制されることを見いだした。
また、神経栄養因子 NGF の産生におけるプロゲストーゲンの作用を検討したところ、IL-1
β、TNF-αによる NGF の産生がプロゲストーゲンの添加により PR 依存に抑制された。
そこで、これらのプロゲストーゲンの作用が、2 種類の PR アイソフォームのどちらに依存
するのか検討した。そのために、PR-A と PR-B のそれぞれ一方のみを発現させた不死化ヒ
ト子宮内膜症上皮細胞株と、PR を発現しない親株を、スフェロイド形成による三次元培養
することにより、子宮内膜症の病巣環境を in vitro で再現し、プロゲストーゲンの作用を
検討した。その結果、プロゲストーゲンにより、炎症性サイトカイン（IL-8、IL-6、MCP-1）、
神経栄養因子 NGF の産生に加えて、エストロゲン合成酵素 aromatase、PGE2 合成酵素
（cyclooxygenase-2、microsomal PGE2 synthase-1）、血管新生因子 VEGF、並びに PGE2
の産生が、PR-A および PR-B の両アイソフォームを介して抑制されることが明らかとなっ
た。さらに、その作用機序として NF-κB の活性化が抑制されることを見いだした。これ
らの知見は、プロゲストーゲンが、子宮内膜症組織で起こりうる PR アイソフォームの発
現バランスの変化に影響されずに、子宮内膜症増悪因子の産生を抑制することを示唆して
おり、子宮内膜症の薬物治療におけるプロゲスチン製剤の有用性を示している。 
 よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
